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Uvod: Biofilmi predstavljajo pomemben javno-zdravstveni problem, saj povzroĉajo velik 
deleţ bakterijskih okuţb. Njihova prisotnost predstavlja problem v zdravstvu, farmaciji in 
industriji. V zdravstvu biofilmi predstavljajo enega od glavnih vzrokov navzkriţne 
kontaminacije in odpornosti bakterijskih sevov. Bakterijske celice znotraj biofilma so 
namreĉ kar 10 do 1000-krat odpornejše na protimikrobna sredstva in razkuţila kot 
planktonske celice. Namen: Namen magistrskega dela je bilo ovrednotiti potencial 
naravnih ekstraktov in hidrolatov timijana, mete in ţajblja za prepreĉitev nastanka 
biofilmov izbranih bakterij na površinah. Metode dela: V prvem delu raziskave smo 
analizirali antibakterijski potencial izbranih naravnih ekstraktov in hidrolatov z metodo 
doloĉanja minimalne inhibitorne koncentracije. Na podlagi rezultatov smo izbrali tri 
bakterijske seve in tri ekstrakte oziroma hidrolate za nadaljnjo preuĉevanje. V drugem delu 
raziskave smo z merjenjem optiĉne gostote preuĉevali potencial izbranih testnih ekstraktov 
oziroma hidrolatov za prepreĉitev nastanka biofilmov. Rezultati: Rezultati prvega dela 
raziskave so pokazali, da ekstrakt in hidrolat mete ter hidrolat timijana ne inhibirajo rasti 
izbranih bakterijskih sevov. Tako smo v drugem delu raziskave uporabili ekstrakt in 
hidrolat ţajblja ter ekstrakt timijana. Kot najuĉinkovitejši se je izkazal ekstrakt ţajblja. 
Najdovzetnejša bakterija na uporabljene snovi je bila P. aeruginosa. Tekom  raziskave smo 
zaznali razlike v uĉinkovitosti med ekstrakti in hidrolati istih rastlin, razlike glede na 
uporabljeno koncentracijo in razlike glede na testni bakterijski sev. Razprava in 
zaključek: Ekstrakt in hidrolat ţajblja ter ekstrakt timijana imajo velik potencial za 
uporabo v boju proti biofilmom, zato je potrebno to podroĉje še naprej preuĉevati, saj bi z 
uporabo zelenih strategij lahko zmanjšali pojav novih na antibiotike odpornih sevov, 
zmanjšali vplive na okolje in zdravje ljudi ter ekonomsko škodo. 









Introduction: Biofilms pose an important public health issues as they are responsible for a 
significant number of bacterial infections. Their presence represents a problem in 
healthcare, pharmacy, and industry. In healthcare, biofilms are one of the main causes of 
cross-contamination and resistance of bacterial strains. Namely, bacterial cells within the 
biofilm are as much as 10 to 1000 times more resistant to antimicrobials and disinfectants 
than planktonic ones. Aim: The aim of the master's thesis was to assess the biofilm 
preventive potential of natural extracts and hydrolats of thyme, mint, and sage against 
selected bacteria on surface. Methods: In the first part of the study, we analysed the 
antibacterial potential of selected natural extracts and hydrolats by the method of 
determining the minimum inhibitory concentration. Based on the results, we selected three 
bacterial strains and three extracts or hydrolats for further study. In the second part of the 
research, we measured the potential of selected extracts or hydrolats to prevent the 
formation of biofilms by measuring the optical density. Results: The results of the first 
part of the study showed that mint extract and hydrolat and thyme hydrolat did not inhibit 
the growth of selected bacterial strains. Thus, in the second part of the study, we used sage 
extract and hydrolat and thyme extract. Sage extract has proven to be the most effective. 
The most susceptible bacterium to the test substances used was P. aeruginosa. During the 
study, we detected differences in plant efficacy between extracts and hydrolats, differences 
with respect to the concentration, and differences with respect to the bacterial strain. 
Discussion and conclusion: Sage extract and hydrolat and thyme extract have great 
potential against biofilms, so this area needs to be further explored, as the use of green 
strategies could reduce the emergence of new antibiotic-resistant strains, reduce 
environmental impact and human health and economic damage. 
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SEZNAM UPORABLJENIH KRATIC IN OKRAJŠAV 
AIDS Sindrom pridobljene imunske pomankljivosti (Acquired Immuno 
Deficiency Syndrome) 
B. cereus Bacillus cereus 
B. subtilis Bacillus subtilis 
CDC Center za nadzor nalezljivih bolezni (Center for Disease Control and 
Prevention) 
CFU Bakterije, ki so sposobne tvoriti kolonije (Colony Forming Unit) 
CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute 
E. coli Escherichia coli 
EPS Zunajceliĉne polimerne snovi (Extracellular Polymeric Substances) 
FDA Ameriška uprava za hrano in zdravila (U.S. Food and Drug 
Administration) 
HSV Herpes Simplex virus 
MIC Minimalna inhibitorna koncentracija (Minimal Inhibitory 
Concentration) 
MRSA Proti meticilinu odporni Staphylococcus aureus (Methicillin resistant 
Staphylococcus aureus) 
NCCIH National Center for Complementary and Intergrative Health 
NZ Ni zaznano 
P. aeruginosa Pseudomonas aeruginosa 
PBS Fosfatni pufer (Phosphate-Buffered Saline) 
S. aureus Staphylococcus aureus 
S. thyphimurium Salmonella thyphimurium 





Mikroorganizmi naseljujejo vse ekološke niše na Zemlji in so neprestano prisotni povsod 
okrog nas. Ena izmed njihovih strategij za prilagoditev na neugodne razmere v okolju je 
tvorba biofilmov. Biofilmi so povezani z velikim deleţem bakterijskih okuţb, kar 
predstavlja pomemben globalni javno-zdravstveni problem. Njihova prisotnost predstavlja 
problem v zdravstvu, farmaciji, industriji in ekologiji. V ţivilski industriji lahko patogene 
bakterije, ki tvorijo biofilme na materialih za stik z ţivili, predstavljajo tveganje za izbruh 
okuţb povezanih z ţivili, kvarjenje ţivil in tudi ekonomsko škodo. V zdravstvu biofilmi 
predstavljajo enega od glavnih problemov navzkriţne kontaminacije in odpornosti 
bakterijskih sevov. Njihova prisotnost na površinah, materialih in pripomoĉkih, ki 
prihajajo v stik s pacienti (s tkivi, sluznicami, z organi) lahko vodi v številne zaplete 
zdravljenja ter ogroţa njihovo zdravje in ţivljenje (Fink, 2015; Tan et al., 2014; Simões et 
al., 2010). 
Zaradi nekritiĉne uporabe antibiotikov in protimikrobnih sredstev je vedno bolj razširjena 
odpornost mikroorganizmov. Odpornost pa ni prisotna le v zdravstvenem okolju, temveĉ 
se širi tudi v domaĉe okolje, saj vedno veĉ sredstev za ĉišĉenje in osebno nego vsebuje 
protimikrobne snovi. Pri tem je potrebno poudarit, da so bakterijske celice znotraj biofilma 
bistveno odpornejše na protimikrobna sredstva, zaradi ĉesar je biofilme teţko odstraniti s 
površin (Fink et al., 2020). 
Na voljo imamo veĉ metod prepreĉevanja in odstranjevanja: kemijske, fizikalne in 
biološke pristope. Uporaba razliĉnih sintetiĉnih protimikrobnih sredstev tudi v vsakdanjem 
ţivljenju omogoĉa dober nadzor nad mikrobno populacijo, vendar pripomore tudi k 
razvoju mikrobne odpornosti in ima negativne vplive na globalno zdravje. Biološke 
metode predstavljajo okolju in zdravju prijaznejši naĉin. Najpogosteje se uporabljajo 
naravna ĉistilna sredstva, pridobljena iz rastlin. Prednost teh metod je veĉja 
biorazgradljivost, manjša verjetnost za razvoj odpornosti, širok spekter delovanja in visoka 
uĉinkovitost. V magistrskem delu smo analizirali uĉinkovitost ekstraktov in hidrolatov 
izbranih mediteranskih rastlin - timijana (lat. Thymus vulgaris), mete (lat. Mentha) in 




1.1 Teoretična izhodišča 
1.1.1 Tvorba biofilmov 
Po definiciji so biofilmi kompleksna zdruţba mikroorganizmov, ki so ireverzibilno 
pritrjeni na površino. Sestavljeni so lahko iz ene ali veĉ vrst celic. Celice se s pomoĉjo 
biofilma pomoĉjo prilagajajo na spremembe v okolju. Poleg mikroorganizmov so v 
biofilmu prisotne tudi organske in anorganske snovi (Pintariĉ, 2010).  
Tvorba biofilmov je eden izmed naĉinov prilagajanja mikroorganizmov na neugodne 
razmere v okolju (Fink, 2015; Simões et al., 2010). Prednosti tvorbe biofilmov za celice 
vkljuĉujejo zašĉito pred neugodnimi vplivi iz okolja, razpoloţljivost hranil, metabolno 
sodelovanje in pridobitev novih genetskih materialov (Sandasi et al., 2010; Jabra-Rizk et 
al., 2004). Nastanek biofilmov je kompleksen proces, ki poteka v veĉ fazah: adhezija 
bakterijskih celic na površino, faza zdruţevanja, faza zorenja in faza disperzije (Simões et 
al., 2010; Breyers, Ratner, 2004).  
Problem mikrobne adhezije je prisoten na mnogih industrijskih, zdravstvenih in okoljskih 
podroĉjih oziroma povsod, kjer je varnost povezana s higieno. Razumevanje bakterijske 
adhezije je kljuĉno za uĉinkovito obvladovanje biofilmov (Azeredo et al., 2017; Fink, 
2015; Galié et al., 2018; Simões et al., 2010). Adhezija ali oprijem mikroorganizmov na 
površino je odvisen od lastnosti bakterijskih celic, medija in materialov. Poteka v dveh 
stopnjah: reverzibilna (ko se celice še lahko odcepijo od površine) in irevezibilna (trajna 
pritrditev celic na površino). Celice biofilma ob popolni pritrditvi na površino sintetizirajo 
zunajceliĉne polimerne snovi (ang. Extracellular Polymeric substances – EPS), s katerimi 
se zašĉitijo pred zunanjimi vplivi. Bakterijske celice znotraj biofilmov so tako odpornejše 
na razkuţila in antibakterijska sredstva. Odstranjevanje ireverzibilno pritrjenih bakterij je 
zahtevno in zahteva uporabo moĉnih sil ali kemijsko pretrganje vezi z uporabo ustreznih 
ĉistilnih sredstev, razkuţil, encimov ali toplote (Fink et al., 2018; Fink, 2015; Shi, Xinna, 
2009; Chmielewski, Frank, 2006; Donlan, 2002).   
Ireverzibilni adheziji sledi faza zdruţevanja, v kateri se zaĉnejo bakterijske celice 
razmnoţevati. Soĉasno z akumulacijo in rastjo bakterijskih celic se tvorijo mikrokolonije, 
ki so povezane s tvorbo EPS. EPS, katerega glavna produkcija poteka v fazi ireverzibilne 
adhezije, pomaga okrepiti vezi med bakterijami in substratom ter stabilizira kolonije. 
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Sodeluje tudi pri varovanju biofilma pred neugodnimi razmerami, zadrţevanju hranilnih 
snovi znotraj biofilma, medceliĉni komunikaciji, koheziji in adheziji bakterijskih celic 
(Fink, 2015; Pintariĉ, 2010; Simões et al., 2010; Czaczyk, Myszka, 2007; Mah, O'Toole, 
2001). Mikrokolonije so osnova za razvoj in delovanje biofilma (Fink, 2015). Med seboj se 
usklajujejo in sodelujejo, kar je še posebej pomembno pri izmenjavi hranil, distribuciji 
pomembnih metabolnih produktov in izloĉanju konĉnih metabolnih produktov (Jamal et 
al., 2018). 
Sledi faza zorenja, v kateri biofilm raste in se oblikuje v organizirano strukturo. Celice 
rastejo in se razmnoţujejo razliĉno hitro, zato je ĉas, ki je potreben, da biofilm dozori 
odvisen od vrste in seva bakterije (Fink, 2015; Srey et al., 2013).  
Disperzija ali razpršitev je zadnja faza v ţivljenjskem ciklu biofilma. V tej fazi se 
bakterijske celice ponovno vrnejo v planktonsko obliko (Fink, 2015). V prvi stopnji te faze 
se bakterijske celice loĉijo od biofilma, v drugi pride do prenosa bakterijskih celic na novo 
lokacijo in zaĉetka kolonizacije (Jamal et al., 2018; Fink, 2015; Kaplan, 2010).  
1.1.1.1 Bakterije, ki tvorijo biofilme 
Skoraj vsi mikroorganizmi imajo sposobnost tvorbe biofilmov. Ko se mikroorganizmi 
pritrdijo na površino, zaĉnejo sprošĉati EPS in tvoriti biofilme, ki predstavljajo veliko 
tveganje za javno zdravje (Fink, 2015; Pintariĉ, 2010; Simões et al., 2010; Mah, O'Toole, 
2001). 
 V nadaljevanju je predstavljenih šest najpogostejših higiensko relevantnih bakterij, ki 
tvorijo biofilme in smo jih uporabili pri našem raziskovalnem delu. 
 
Staphylococcus aureus (S. aureus) 
S. aureus je po Gram pozitivna bakterija v obliki kokov. Pojavlja se lahko posamezno, v 
parih ali tvori skupine oziroma grozde. Gre za bakterijo, ki ne tvori spor, je negibna, 
fakultativno anaerobna in tvori enterotoksine. V premeru celica meri cca. 1 µm. Glede na 
prisotnost oziroma odsotnost sposobnosti strjevanja krvne plazme se bakterije rodu 
Staphylococcus delijo v dve skupini, na koagulazno-pozitivne in koagulazno-negativne. S. 
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aureus je katalaza pozitiven stafilokok (Bohinc et al., 2015; Tong et al., 2015; Masalha et 
al., 2001).  
S. aureus je del normalne ĉloveške mikroflore. Najdemo ga na koţi in sluznicah zgornjih 
dihalnih poti. Je oportunistiĉno patogena bakterija, ki povzroĉa gnojne okuţbe, abscese, 
površinske koţne lezije, okuţbe kirurških ran, zastrupitve s hrano, sindrom toksiĉnega 
šoka, pljuĉnico, meningitis, bakteriomijo, endokarditis, sepso in druge zaplete (CDC – 
Center for Disease Control and Prevention, 2019a; CDC, 2011; Tong et al., 2015; Masalha, 
2001). Pojav in širjenje proti meticilin odpornega seva S. aureus (ang. Meticillin Resistant 
Staphylococcus aureus - MRSA) je svetovni zdravstveni problem. Sodi med pet 
najpogostejših povzroĉiteljev bolnišniĉnih okuţb. Tvori biofilme, ki jih v bolnišniĉnem 
okolju pogosto najdemo na katetrih in okuţenih ranah (Tong et al., 2015; Masalha, 2001). 
 
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) 
P. aeruginosa je po Gram negativna bakterija. Je aeroben, nesporogen bacil, ki se premika 
s pomoĉjo flagel in tvori biofilme (Jamal et al. 2015; Harmsen et al., 2010). Gre za zelo 
razširjeno bakterijo, ki jo najdemo v vlaţnem okolju, v vodi, zemlji in rastlinah. Je del 
normalne mikroflore koţe (Jamal et al., 2015). Idealni pogoji za rast so pri 37 
o
C, vendar 
raste tudi pri 42 
o
C in veĉ (Baltch, Smith, 1994). Za rast ne potrebuje specifiĉnih hranil, 
raste tudi v destilirani vodi. Bakterija je odporna na visoke koncentracije soli, blage 
antiseptike in veĉino antibiotikov (Wu, Li, 2015). Kot oportunistiĉni patogen je bakterija 
odgovorna za akutne in kroniĉne okuţbe (Jamal et al., 2015; Bohinc et al., 2014; Baltch, 
Smith, 1994). Povzroĉa okuţbe seĉil, dihal, koţe, mehkih tkiv, kosti in sklepov, prebavil in 
krvi (Baltch, Smith, 1994). Posebej dovzetni za okuţbe so ljudje z oslabljenim imunskim 
sistemom, ljudje s hudimi opeklinami, tuberkulozo, cistiĉno fibrozo, rakom ali bolniki s 
AIDS (ang. Acquired Immuno Deficiency Syndromme) (Wu et al., 2015; Wu, Li, 2015). 
Pri slednjih je smrtnost v primeru okuţbe 50 %.  
Na antibiotike odporni sevi se v bolnišniĉnem okolju hitro prenašajo iz osebe na osebo, 
kontaktno z okuţenimi rokami, predmeti ali površinami (CDC, 2019b; Wu, Li, 2015). P. 
aeruginosa je moĉno nagnjen k tvorbi biofilmov, ki so pogost vzrok številnih kroniĉnih 




Bacillus cereus (B. cereus) 
B. cereus je po Gram pozitivni, sporogen, gibljiv bacil. Je fakultativno anaeroben (Houry 
et al., 2010). Je moĉno razširjen v okolju in pogosto izoliran iz zemlje, vode in rastlin. 
Dobro je prilagojen na ţivljenje v prebavilih sesalcev in ţuţelk (Bottone, 2010). Najdemo 
ga tudi v razliĉnih ekstremnih ţivljenjskih okoljih, kot so npr. gejzirji in morski mulj. 
Razloga za veliko razširjenost v okolju in pojavljanje v ekstremnih razmerah sta tvorba 
spor in biofilmov. Spore in biofilmi so namreĉ bistveno odpornejši na neugodne razmere v 
okolju kot vegetativna oblika planktonskih celic (Nam et al., 2014; Houry et al., 2010; 
Kreske et al., 2006; Tallent et al., 2019). 
Bakterije izloĉajo dva enterotoksina, ki povzroĉata emetiĉni in diarealni sindrom. Emetiĉni 
toksin je termo stabilen enterotoksin, ki po zauţitju kontaminirane hrane, povzroĉa slabost, 
trebušne krĉe in bruhanje. Diarealni toksin je termo labilen enterotoksin, ki povzroĉa 
slabost, trebušne krĉe in drisko. Pri veĉini primerov sindroma potekata v blagi obliki in 
trajata do 24 ur (Bottone, 2010; Ehling-Schulz et al., 2006). Vir okuţbe so surova, 
onesnaţena ali neprimerno hranjena in termiĉno ţe obdelana ţivila (Tallent et al., 2019). 
  
Bacillus subtilis (B. subtilis) 
B. subtilis je Gram in katalaza pozitivna paliĉasta bakterija. Najdemo jo v zemlji, vodi ter v 
prebavilih ljudi in preţvekovalcev (Hong et al. 2009). Tvori endospore, ki mu omogoĉajo 
preţivetje v neugodnih razmerah (Piggot et al. 2004). Je fakultativno anaerobna bakterija 
(Nakano, Zuber, 1998). Optimalna temperatura za rast je med 25 in 35 
o
C (Hirooka, 2014).  
Gre za ĉloveka naĉeloma nepatogeno bakterijo, ki lahko kontaminira hrano. Kot 
oportunistiĉno patogen mikroorganizem lahko prizadene ljudi z moĉno oslabljenim 
imunskim sistemom. Zaradi nepatogenosti se uporablja kot indikatorski mikroorganizem 
za preverjanje uĉinkovitosti sporocidov in postopkov sterilizacije. Uporablja se tudi kot 
modelni mikroorganizem za preuĉevanje tvorbe endospor. V fazi tvorbe spor izloĉa 
antibiotike, s ĉimer odstrani konkurenĉne mikroorganizme in zviša verjetnost lastnega 
preţivetja. Zaradi tvorbe antibiotikov in fungicidnih snovi se uporablja na semenih, 




Escherichia coli (E. coli) 
E. coli je paliĉasta po Gram negativna bakterija, ki povzroĉa številne okuţbe, med njimi 
tudi bolnišniĉne (Jamal et al., 2015; Khan et al. 2015). Je fakultativno anaerobna, 
koliformna bakterija, katere optimalna temperatura za rast je 37 
o
C. Najdemo jo v 
prebavilih ljudi in toplokrvnih ţivali (Tenaillon et al., 2010; Ron, Davis, 1971). 
Nepatogeni sevi so del normalne mikroflore prebavil in prepreĉujejo kolonizacijo prebavil 
s patogenimi mikroorganizmi (Hudault et al., 2001). Patogeni sevi se širijo z okuţenimi 
ţivili, vodo ali s stikom z okuţeno ţivaljo, ĉlovekom, kontaminiranimi rokami, površinami 
in predmeti. Povzroĉa lahko drisko, gastroenteritis, vnetje seĉil, respiratorne bolezni, 
okuţbe krvnega obtoka, neonatalni meningitis in Crohnovo bolezen (CDC, 2019c; Todar, 
2007).  
Tvori polisaharide, toksine in biofilme (Jamal et al. 2015; Naves et al. 2010). V ţivilski 
industriji lahko tvori biofilme na površinah namenjenih stikom z ţivili in tako vpliva na 
kakovost ter varnost konĉnih proizvodov. To lahko vodi v izbruhe bolezni, kontaminacijo 
proizvodov in kvarjenje ţivil (Simoes et al., 2010). 
E. coli se uporablja kot indikatorski mikroorganizem za ugotavljanje higiene ţivil, vode in 
objektov. Je indikator fekalnega onesnaţenja. S svojo prisotnostjo nakazuje potencialno 
prisotnost drugih patogenih, fekalnih mikroorganizmov (Feng et al., 2017; Edberg et al., 
2000). 
 
Salmonella typhimurium (S. typhimurium) 
Rod Salmonella delimo v dve skupini: S. enterica in S. bongori. Skupina S. enterica 
vkljuĉuje veĉ serotipov, eden izmed katerih je tudi S. typhimurium (CDC, 2019d). 
Bakterije S. enterica serotip typhimurium so po Gram negativni, fakultativni anaerobi. So 
paliĉaste oblike. Nahajajo se v prebavilih ljudi in ţivali, surovem mesu, perutnini, jajcih in 
mleku. So vodilni povzroĉitelj gastroenteritisa pri ljudeh (Majowicz et al., 2010). 
Povzroĉajo okuţbe pri ljudeh in drugih sesalcih (Your genome, 2015). Okuţimo se lahko z 
uţivanjem surovega ali nezadostno toplotno obdelanega mesa, jajc in izdelkov iz surovih 
jajc, toplotno nezadostno obdelanega perutninskega mesa, nepasteriziranega mleka ali 
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uţivanjem kontaminiranih ţivil. Gastroenteritis vodi v trebušne krĉe, vroĉino, drisko in 
bruhanje. Simptomi trajajo nekaj dni, naĉeloma uporaba antibiotikov in hospitalizacija ni 
potrebna, razen izjemoma pri ljudeh s pridruţenimi boleznimi in oslabljenim imunskim 
sistemom (CDC, 2019d; Your genom, 2015; FDA – Food and Drug Administration, 2012).  
1.1.2 Preprečevanje nastanka in odstranjevanje biofilmov 
Mikroorganizme lahko s površin odstranjujemo s kemijskimi, biološkimi ali fizikalnimi 
metodami (Fink, 2015; Pintariĉ 2010). Med temi prevladujejo kemijski pristopi, ki 
poškodujejo celiĉno steno in/ali dedni material ter povzroĉijo propad celice in odcepitev od 
površine (Fink, 2015; Simões et al., 2010). Uporaba številnih protimikrobnih snovi v 
vsakdanjem ţivljenju omogoĉa nadzor mikrobne populacije, vendar ima takšen pristop 
negativne vplive na zdravje ljudi po vsem svetu. Pojav bakterijske in navzkriţne 
odpornosti na antibiotike je posledica nekritiĉne uporabe protimikrobnih snovi, kar lahko 
vpliva na izide zdravljenja, mikrobno ekologijo in prenos veĉkratno odpornih patogenov 
(Christenson, 2017; Gnanadhas et al., 2013). Število uĉinkovitih antibiotikov upada, kar 
predstavlja veliko tveganje za obvladovanje mikrobne populacije (Aiello, Larson, 2003). 
Problem protimikrobne odpornosti ni prisoten le v zdravstvenem okolju, ampak se s široko 
uporabo ĉistil in sredstev za osebno higieno seli tudi v domaĉe okolje (Aiello, Larson, 
2003; Coulborn et al., 2010; Hartmann et al., 2016). Številni proizvodi za ĉišĉenje 
(dezinfekcijska sredstva, detergenti za pranje posoda, mehĉalci za perilo, antistatiĉna 
sredstva, sredstva za zašĉito lesa…) in osebno higieno (ustne vodice, zobne paste, 
protimikrobna mila, razkuţila za roke…) namreĉ vsebujejo protimikrobne snovi. Rezultati 
številnih študij nakazujejo, da uporaba prav teh protimikrobnih snovi v gospodinjstvu 
povzroĉa odpornost mikroorganizmov celo na nove antibiotike (Bloomfield, 2002; 
Coulborn et al. 2010; Giuliano, Rybak, 2015; Maillard et al. 2013; Sonbol et al., 2018). 
Leta 2017 je Svetovna zdravstvena organizacija opozorila na problem poveĉane odpornosti 
na protimikrobna sredstva, ki se ne uporabljajo za kliniĉne namene (WHO, 2017). 
Obstojeĉe raziskave vrednotijo potencial protimikrobnih snovi zgolj na podlagi 
planktonskih celic v testni raztopini, ne v obliki biofilmov pritrjenih na površino 
materialov. Takšne celice so bistveno manj odporne proti protimikrobnim sredstvom, 
rezultati pa lahko precenjujejo uĉinek protimikrobnih sredstev (Giaouris, Simões, 2018; 
Giuliano, Rybak, 2015; Kumar et al., 2017). Namreĉ celice znotraj biofilma so kar 10 do 
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1000-krat odpornejše na antimikrobna sredstva v primerjavi s planktonskimi celicami. 
Biofilme je zato teţko odstraniti s površin, glavni razlog za to so številne prilagoditve na 
negativne vplive iz okolja. Zato je potrebno raziskati potencial protimikrobnih snovi na 
biofilmih, kot najslabši moţni scenarij za obvladovanje mikrobne populacije. (Fink, 2015; 
Oder et al., 2015; Simões et al., 2010).  
1.1.2.1 Biološke metode  
Biološke metode odstranjevanja in prepreĉevanja nastanka biofilmov predstavljajo okolju 
prijaznejši naĉin. Prednosti tega pristopa vkljuĉujejo veĉjo biorazgradljivost, manjšo 
verjetnost za razvoj odpornosti mikroorganizmov, širok spekter delovanja ter visoko 
uĉinkovitost (Ali et al., 2005; Burt, 2004; Ohno et al., 2003). Uporabljajo se naravna 
ĉistilna sredstva, pridobljena iz rastlin, ki splošno veljajo za varne proizvode (ang. 
Generally Recognised As Safe). Številni ekstrakti rastlin oziroma njihove aktivne snovi 
lahko prepreĉijo pritrditev mikroorganizmov na površino ter vplivajo na njihovo 
razmnoţevanje in delovanje. Uĉinkovine aromatskih rastlin imajo lahko baktericidne, 
fungicidne, virucidne, antiparazitske in pesticidne lastnosti. Še posebej zanimive za 
raziskave so rastline iz druţine ustnatic, kamor sodijo tudi: ţajbelj, timijan, meta, origano 
in roţmarin. Naštete rastline se uporabljajo kot aktivne komponente arom in imajo zaradi 
eteriĉnih olj antibakterijske lastnosti (Fink et al., 2018: Kurinĉiĉ et al., 2016; Fink, 2015; 
Simões et al., 2010). Rastlinska eteriĉna olja se ţe stoletja uporabljajo v tradicionalni 
medicini za boj proti patogenom (Hammer et al., 1999). Eteriĉna olja imajo nizko 
toksiĉnost za sesalce, se relativno hitro razgradijo in so okolju prijazna (Isman, 2000). 
Ena izmed metod pridobivanje ekstraktov rastlin je parna destilacija. Z njo dobimo dva 
produkta, in sicer eteriĉno olje (cca. 10 %) in stranski produkt imenovan hidrolat (90 %). 
Eteriĉno olje je sestavljeno iz hidrofobnih aromatiĉnih spojin, ki v rastlini nastajajo kot 
sekundarni produkti presnove v zelo majhnih koliĉinah. Hidrolat prav tako vsebuje 
sekundarne produkte presnove, le da so ti hidrofilni. Gre za vodo z majhno vsebnostjo 
aromatiĉnih sestavin (Biorenewables Education Laboratory, 2011). Parna destilacija (Slika 
1) poteka tako, da v veliki kotel iz nerjaveĉega jekla, v katerem je rastlinski material, 
dovajamo paro. Para prehaja skozi rastlinski material, sprosti aromatiĉne molekule iz 
rastline in jih spreminja v hlape. Hlapi nato potujejo v kondenzacijsko komoro, kjer z 
dotokom hladne vode in odvajanjem vroĉe, hlape ohladimo in kondenziramo. Aromatiĉno 
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tekoĉino (hidrolat + eteriĉno olje) zberemo v separatorju in pustimo, da se loĉi v dve fazi: 









Podroĉje preuĉevanja bioloških metod za obvladovanje mikroorganizmov je v zadnjih 
desetletjih prišlo moĉno v ospredje. V študiji (Fink et al., 2018) kjer so primerjali 
uĉinkovitost natrijevega dodecil sulfata z ekstrakti iz olupka granatnega jabolka, grozdja 
ter lovorjevega lista, so ugotovili, da je najuĉinkovitejši ekstrakt iz lovorjevega lista. 
Študija je pokazala, da so naravni ekstrakti lahko enako ali celo uĉinkovitejši od 
konvencionalnih ĉistil. Uĉinkovitost ekstrakta timijana sta z uĉinkovitostjo antibiotikov v 
svoji študiji primerjala Kavanaugh in Ribbeck (2012). Ugotovila sta, da je inhibicijski 
uĉinek ekstrakta timijana (Thymus vulgaris) na testne bakterije veĉji od antibiotikov 
ampicilin, loksacin in gentamicin. Ugotovila sta tudi, da ekstrakt timijana uĉinkovito 
inhibira planktonsko obliko S. aureus in P. aeruginosa ter moĉno zmanjša tvorbo biofilma 
testiranih bakterij. Inhibicijski uĉinek ekstrakta timijana na planktonske celice sta dokazala 
tudi Mohsenipour in Hassanshahian (2015), ki sta v svoji študiji preuĉevala inhibitorni 
potencial ekstrakta timijana (Thymus vulgaris) na šestih, za ĉloveka, patogenih bakterijah. 
Uĉinek sta preuĉevala na planktonskih celicah in na biofilmu. Ugotovila sta, da ekstrakt 
timijana inhibira bakterijske celice v planktonski obliki, pri ĉemer sta moĉan inhibicijski 
uĉinek sta zaznala pri bakterijskih celicah P. aeruginosa in S. aureus, nizek inhibicijski 
uĉinek pri E. coli in B. cereus. Pri preuĉevanju vpliva na biofilme sta ugotovila direktno 
linearno korelacijo med koncentracijo ekstrakta in inhibicijo biofilma. Dokazala sta, da 
ima ekstrakt timijana potencial za uporabo v antimikrobnih sredstvih proti patogenim 
bakterijam, ki tvorijo biofilme. Medtem, ko so v študiji (Sandasi et al., 2010), v kateri so 
preuĉevali inhibitorne uĉinke osmih rastlinskih ekstraktov na planktonske celice in 
biofilme bakterij P. aeruginosa in kvasovke Candida albicans, ugotovili, da dobra 
uĉinkovitost proti planktonskim celicam še ne pomeni dobre uĉinkovitosti proti biofilmom. 
Pri šestih od osmih testiranih ekstraktov so zaznali vpliv na adhezijo planktonskih celic, 
medtem ko so inhibitorni uĉinek na biofilme, obeh testnih organizmov, zaznali le pri enem 
ekstraktu, ekstraktu Mentha piperita. Inhibitorni uĉinek pri obeh testnih mikroorganizmih 
je bil manj kot 50 %, kar je dokaz, da so bakterijske celice znotraj biofilma odpornejše na 
antimikrobna sredstva. Zato je izrednega pomena, da se izvajajo raziskave na planktonskih 
celicah in biofilmih, saj lahko le tako ocenimo uĉinkovitost posameznih ekstraktov. Vpliv 
naravnih antimikrobnih sredstev na adhezijo bakterijskih celic na površino so v svoji 
študiji preuĉevali tudi Kurinĉiĉ in sodelavci (2016). Ugotovili so, da feruliĉna in 
roţmarinska kislina bistveno zmanjšata adhezijo bakterijskih celic na površino. S vplivom 
na adhezijo bakterijskih celic lahko prepreĉimo potencialno kontaminacijo površine z 
mikroorganizmi ţe v zaĉetni fazi. Wijesundara in Rupasinghe (2018) sta v študiji 
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preuĉevala antibakterijski in anti-biofilmski uĉinek eteriĉnih olj Origanum vulgare in 
Salvia officinalis na bakterijo Streptococcus pyogenes. Oba testirana ekstrakta sta 
uĉinkovito delovala proti biofimu Streptococcus pyogenes, zavirala sta rast in nastanek. V 
študiji (Adukwu et al., 2012), ki je testirala uĉinke petih razliĉnih eteriĉnih olj na pet 
razliĉnih sevov bakterije S. aureus, med katerimi sta bila dva seva MRSA, se je za 
najuĉinkovitejše izmed testiranih, izkazalo eteriĉno olje limonske trave (Cymbopogon 
flexuosus). Ţe pri nizkih koncentracijah je inhibiralo rast bakterijskih celic vseh petih 
testiranih sevov. Imelo je baktericidni uĉinek. Prav tako so ugotovili, da eteriĉno olje 
limonske trave pri nizkih koncentracijah prepreĉuje nastanek biofilma. Vendar ni 
odstranilo ţe pritrjenega biofilma. V tej študiji so ugotovili potencial uporabe eteriĉnega 
olja limonske trave za boj proti na antibiotike odpornim sevom S. aureus v zdravstvenem 
okolju.  
Naravne protimikrobne snovi predstavljajo velik potencial za obvladovanje biofilmov, saj 
ne povzroĉajo bakterijske odpornosti, so uĉinkovite proti biofilmom, ekološko sprejemljive 
in predstavljajo manjše tveganje za zdravje ljudi kot konvencionalna sredstva (Fink et al., 
2020). Zato je pomembno, da so raziskave na podroĉju prepreĉevanja nastanka biofilmov 
usmerjene v zelene strategije, ki predstavljajo odgovor na protimikrobno krizo.  
 
1.1.2.1.1 Opis rastlin 
Žajbelj (lat. Salvia officinalis)  
Ţajbelj sodi v rod Salvia, ki je najveĉji ĉlan druţine ustnatic (lat. Lamiacea). Izvira iz 
Mediterana (Ayatollahi et al., 2010; Šmidling et al., 2008). Je zimzelena, grmiĉasta 
rastlina. Ima zeleno-sive ovalne liste z ostrimi robovi. Listi so premera 1-4 cm in dolţine 
4-10 cm. Vijoliĉni cvetovi se pojavljajo v skupkih, obiĉajno po 2-10 cvetov. Rastlina se 
lahko obira 2-3 krat letno (Altindal, Altindal, 2016). 
Skozi stoletja se je v tradicionalni medicini uporabljal za lajšanje boleĉin, zašĉito telesa 
pred oksidativnim stresom, prostimi radikali, vnetji, bakterijskimi in virusnimi okuţbami 
(Hamidpour et al., 2014). Gre za zelišĉe z antibakterijskim delovanjem, protivnetnim 
delovanjem, proti tumornim delovanjem, hkrati pa je antioksidant, ki šĉiti telo pred 
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oksidativnim stresom in pred prostimi radikali. Ima velik potencial za uporabo v ţivilski 
industriji, kot konzervans ter v farmaciji in zdravstvu za zdravljenje manjših zdravstvenih 
teţav in resnejših bolezni, kot so diabetes, Alzheimerjeva bolezen in rak (Hamidpour et al., 
2014). 
V eteriĉnem olju so identificirali 28 razliĉnih komponent. Glavne komponente so 1,8-
cineol, kafra, α-tujon, β-tujon, borneol in viridiflorol. Koncentracija posameznih 
komponent variira glede na lokacijo in ĉas obiranja rastlin (Hamidpour et al., 2014). 
V in vitro študiji, ki je preuĉevala protimikrobne uĉinke ţajblja na izbrane kvarljivce ţivil, 
so velik protimikroben uĉinek dokazali v veĉ primerih. Uĉinkovito je deloval proti Bacillus 
mycoides, B. subtilis, Enterobacter cloacae, Proteus spp. Njegova uĉinkovitost je bila 
primerljiva s sintetiĉnimi konzervansi. Dokazali so sinergistiĉno delovanje z natrijevim 
benzoatom, kalijevim sorbatom in natrijevim nitritom ter potrdili potencial za uporabo v 
biotehnologiji (Stanojević et al., 2010). Khalil in Li (2010) sta v svoji študiji dokazala, da 
so ekstrakti ţajblja v višjih koncentracijah lahko celo uĉinkovitejši od konvencionalnih 
antibiotikov. Tako ţajbelj predstavlja potencialno alternativo za konvencionalne 
antibiotike in konzervanse. Kermanshah in sodelavci (2009) so dokazali, da hidroalkoholni 
ekstrakt ţajblja uĉinkovito inhibira doloĉene bakterije, ki so odgovorne za nastanek 
zobnega kariesa. Inhibiral je rast Streptococcus mutans, Lactobacillus rhmnosus in 
Actinomyces viscosus. Ţajbelj s svojimi baktericidnimi lastnostmi predstavlja potencial za 
zdravljenje bolezni ustne votline in zob. Študija, ki je testirala uĉinkovitost ţajblja proti 13 
sevom bakterij, je ugotovila antibakterijski potencial proti Escherichia coli, Salmonella 
typhy, Salmonella enteritidis in Shigella sonei (Bozin et al., 2007). Protivirusno delovanje 
so potrdili v svoji študiji Nolkemper in sodelavci (2006). Ugotovili so inhibicijski uĉinek, 
eteriĉnega olja ţajblja, na virus Herpes simplex tip 1 in tip 2. 
Kljub veĉstoletni uporabi ţajblja v alternativni medicini, stranskih uĉinkov niso zaznali 
oziroma še niso znani (Tildesley et al., 2005). Vendar je pri uporabi veĉjih koliĉin za 
zdravljenje potrebna previdnost zaradi vsebnosti tujonov, ki so lahko potencialno toksiĉni 
(Walch et al., 2011) 
Timijan (lat. Thymus vulgaris) 
Timijan je cvetoĉa rastlina iz druţine ustnatic (lat. Lamiaceae). Izvira iz juţne Evrope iz 
Mediterana. Je grmiĉasta, zimzelena rastlina z majhnimi, aromatiĉnimi, sivo-zelenimi listi. 
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Zraste 15-30 cm v višino. Zgodaj poleti cveti z vijoliĉnimi ali roţnatimi cvetovi (Brickell, 
2008).  
Skozi stoletja se je uporabljal v kulinariki kot zaĉimba in konzervans, v tradicionalni 
medicini pa zaradi svojih antiseptiĉnih in antimikrobnih lastnosti. Uporabljali so ga za 
lajšanje ĉrevesnih okuţb, okuţb seĉil, laringitisa, aken, dermatitisa, pikov ţuţelk, 
revmatiĉnih boleĉin, za izboljšanje delovanja jeter, spodbujanje apetita ali aromaterapijo 
(Amiri, 2012; El-Nekeety et al., 2011). 
V eteriĉnem olju timijana so identificiral 15 razliĉnih spojin, med katerimi so prevladovale 
naslednje: timol, γ-terpinen in p-cimen. Najveĉji je bil deleţ timola. Koncentracije 
posameznih spojin v eteriĉnih oljih se razlikujejo glede na posamezne kemotipe in obdobje 
obiranja rastline (Borugă et al. 2014; Marino et al., 1999). 
V študiji, ki je testirala protimikrobno delovanje eteriĉnega olja timijana proti sedmim, za 
ţivilsko industrijo pomembnim bakterijam, so ugotovili, da inhibitorni uĉinek eteriĉnega 
olja narašĉa z višanjem koliĉine eteriĉnega olja. Antimikrobno aktivnost so povezali z 
vsebnostjo timola in γ-terpinena (Borugă et al. 2014). Prav tako so inhibicijski uĉinek 
dokazali Marino in sodelavci (1999). Preuĉevali so komponente in biološko aktivnost 
eteriĉnih olj timijana, pridobljenega v štirih razliĉnih razvojnih fazah rastline. Preuĉevali 
so inhibicijski uĉinek na devet Gram negativnih in šest Gram pozitivnih sevih bakterij. Vsa 
štiri eteriĉna olja timijana so uĉinkovito inhibirala rast testiranih bakterij. Še posebej 
uĉinkovito so inhibirala rast Gram pozitivnih bakterij. Eteriĉno olje timijana pridobljeno iz 
zrele rastline je bilo najuĉinkovitejše izmed vseh testiranih. Protivirusno delovanje 
eteriĉnega olja timijana so dokazali v študiji, ki je preuĉevala protivirusno delovanje 
ekstraktov izbranih rastlin iz druţine Lamiaceae proti virusu Herpes simplex (ang. Herpes 
simplex virus - HSV). Ekstrakt timijana je pokazal inhibitorno delovanje proti virusu HSV 
tip 1 in tip 2 (Nolkemper et al., 2006). 
 
Meta (lat. Mentha) 
Rod Mentha sodi v druţino ustnatic (lat. Lamiaceae) in zajema 25-30 vrst, ki so razširjene 
po celem svetu, še posebej v juţni Afriki, Evraziji in Avstraliji (Dorman et al., 2003). 
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Veĉina vrst najbolje uspeva v vlaţnem okolju in zemlji. Zrastejo lahko 10-120 cm v višino. 
Nekatere vrste so moĉno invazivne (Brickell, 2002). 
Uporabni so listi, stebla in cvetovi rastlin (McKay, Bulmberg, 2006). Uporablja se v 
tradicionalni medicini za lajšanje boleĉin v trebuhu in prsnem košu, za pomiritev 
razdraţenega ĉrevesja, lajšanje slabosti, prehlada, bronhitisa, glavobola, teţav z jetri ipd. 
Meta deluje protivnetno in analgetiĉno. Uporablja se tudi farmaciji, v kozmetiki (zobne 
paste, ustne vodice, dišave) ter kot aditiv in aroma v prehranski industriji (NCCIH - 
National Center for Complementary and Intergrative Health, 2016; Dorman et al., 2003); 
(Işcan et al., 2002; Moreno et al., 2002). 
Koncentracije posameznih spojin v eteriĉnem olju so odvisne od vrste mete, izvora, ĉasa 
obiranja rastline, metode sušenja in ekstrakcije (Rohloff et al., 2005). Mentol in pulegon 
dajeta eteriĉnemu olju mete znaĉilno aromo (Lubbe, Verpoorte, 2011). Sivropoulou in 
sodelavci (1995) so v svoji študiji povezali antibakterijsko aktivnost eteriĉnega olja 
Mentha spp. z vsebnostjo mentola in karvakrola. Tudi v študiji, ki je preuĉevala 
inhibicijski potencial eteriĉnega olja M. piperita na izbranih za rastline in za ĉloveka 
patogenih bakterijah, so ugotovili, da je mentol glavna sestavina eteriĉnega olja, ki je 
odgovorna za antimikrobni potencial. Eteriĉno olje M. piperita je uĉinkovito inhibiralo rast 
za rastline patogenih bakterij, medtem, ko je rast za ĉloveka patogenih bakterij le zmerno 
zaviralo (Işcan et al., 2002). Prav tako sta v svoji študiji Soltani in Aliabadi (2012) 
dokazala, da mentol in menton, pridobljena iz eteriĉnega olja M. piperita, inhibirata rast za 
rastline patogenih bakterij. Soković in sodelavci (2009) so dokazali protigliviĉno delovanje 










Namen magistrskega dela je ovrednotiti potencial naravnih ekstraktov in hidrolatov 
timijana, mete in ţajblja za prepreĉitev nastanka biofilmov na površinah. 
Glavni cilji so: 
- ugotoviti, kateri izmed izbranih naravnih ekstraktov in hidrolatov (timijan, meta, 
ţajbelj) je najuĉinkovitejši za prepreĉitev nastanka biofilmov na površini 
polistirena, 
- ugotoviti razliko v uĉinkovitosti prepreĉevanja nastanka biofilma med ekstrakti in 
hidrolati izbranih mediteranskih rastlin, 
- analizirati vpliv koncentracije naravnih ekstraktov in hidrolatov na prepreĉitev 
nastanka biofilmov. 
2.2 Hipoteze 
1. Ekstrakti izbranih mediteranskih rastlin timijana, mete in ţajblja uĉinkoviteje 
prepreĉujejo nastanek biofilmov na površini polistirena v primerjavi s hidrolati istih 
rastlin. 
2. Uĉinkovitost izbranih ekstraktov in hidrolatov mediteranskih rastlin pri 
prepreĉevanju nastanka biofilmov na površini polistirena se razlikuje glede na 
posamezno vrsto bakterij, ki tvorijo biofilme. 
3. Veĉje koncentracije ekstraktov in hidrolatov bolj uĉinkovito prepreĉujejo nastanek 




3 METODE DELA 
V okviru magistrskega dela smo analizirali potencial treh ekstraktov in treh hidrolatov 
mediteranskih rastlin na sposobnost prepreĉevanja nastanka biofilma izbranih patogenih 
bakterij na površini. Uporabili smo ekstrakte in hidrolate timijana (Thymus vulgaris), mete 
(Mentha) in ţajblja (Salvia officinalis).  
3.1 Materiali 
3.1.1 Testne bakterije 
Pri raziskavi smo uporabili šest standardnih testnih sevov bakterij, in sicer Escherichia coli 
ATCC 35218, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 
25923, Bacillus cereus CCM 2010, Bacillus subtilis WDCM 00003 ter Salmonella 
typhimurium CCM 3807.  
 
3.1.2 Naravni ekstrakti 
Preuĉiti smo ţeleli uĉinkovitost treh naravnih ekstraktov in treh hidrolatov proti izbranim 
patogenim bakterijam. V raziskavi smo uporabili naravne ekstrakte in hidrolate timijana 
(Thymus vulgaris), mete (Mentha) in ţajblja (Salvia officinalis), ki so bili pridobljeni s 
parno destilacijo iz sveţih rastlin.  
Ekstrakte in hidrolate so pripravili na Fakulteti za farmacijo, Univerza v Sarajevu, Bosna 
in Hercegovina, v okviru bilateralnega projekta »Naravni ekstrakti za obvladovanje 
bakterijski biofilmov v ţivilski industriji« BI-BA/19-20-005. V prvem koraku so liste 
sveţih rastlin zmleli, sledila je parna destilacija, kjer so se hlapne komponente rastlin 
destilirale v mašĉobni fazi kot eteriĉna olja ter v vodni fazi kot hidrolati. Po konĉani parni 
destilaciji so rastlinski ostanek posušili, sledila je Soxhelt ekstrakcija s 96 % etanolom. 
Etanol je bil izparjen do popolne suhe snovi. Na ta naĉin so pridobili komponente rastlin, 
ki niso topne v vodi, vendar imajo potencialen protimikrobni uĉinek. Ekstrakti in hidrolati 





V prvi fazi smo ekstrakte razredĉili s 96 % etanolom, pri ĉemer smo raztopili v vodi 
netopne snovi. Sledila je priprava delovnih koncentracij s sterilno destilirano vodo in sicer 
tako, da je najvišja delovna koncentracija vsebovala manj kot 5 % etanola. Preliminarni 
poskusi so namreĉ dokazali, da 5 % raztopina etanola nima inhibitornega vpliva na 
bakterije.  
Ker so hidrolati topni v vodi, smo jih na ustrezne delovne koncentracije redĉili s sterilno 
destilirano vodo. 
3.1.3 Ostali materiali 
- PBS – fosfatni pufer (ang. Phosphate-Buffered Saline) (raztopina soli: 2,4 g 
KH2PO4, 14,4 g Na2HPO4, 80 g NaCl, 2 g KCl na 1 liter vode) 
- barvilo kristal vijoliĉno (ang. Gram's crystal violet solution), (Merck, Nemĉija) 
- 96 % etanol (C2H2OH) 
- fiziološka raztopina (0,9 % NaCl) 
- mikrobiološka gojišĉa (navadni bujon, navadni agar) (Biolife, Italija) 
- sterilni celulozni diski, premera 6 mm (Mast Group) 
- destilirana voda 
- laboratorijska oprema: inkubator, gorilnik, tehtnica, pipete, sterilni nastavki za 
pipete, avtoklav, pincete, sterilne mikrotitrske plošĉice, epruvete, erlenmajerice, 
petrijevke, cepilna zanka 
- ĉitalec mikrotitrskih plošĉic Infinite 200S PRO 
 
3.2 Metode 
3.2.1 Priprava suspenzije prekonočne kulture 
Za izbrane bakterije: E. coli ATCC 35218, P. aeruginosa ATCC 27853, S. aureus ATCC 
25923, B. cereus CCM 2010, B. subtilis WDCM 00003 in S. typhimurium CCM 3807 smo 
pripravili suspenzije prekonoĉne kulture. 
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Bakterije pridobljene iz zbirk smo prenesli v petrijevke na hranilni agar (Biolife, Italija) in 
jih 24 ur inkubirali pri 37 
o
C. Ĉiste kulture smo nato s cepilno zanko prenesli v 
erlenmajerico z navadnim bujonom (Biolife, Italija) in jih premešali. Suspenzijo smo  24 ur 
inkubirali v aerobnih pogojih pri 37 
o
C. Tako pripravljeno prekonoĉno kulturo smo 
premešali in odpipetirali 100 µL, ki smo jih prenesli v 30 mL sveţega navadnega bujona. S 
tem smo dobili suspenzijo prekonoĉne kulture v razmerju 1:300. 
3.2.2 Določanje minimalne inhibitorne koncentracije ekstraktov in 
hidrolatov izbranih mediteranskih rastlin 
V prvem koraku raziskave smo analizirali antibakterijski potencial izbranih naravnih 
ekstraktov in hidrolatov z difuzijsko metodo doloĉanja minimalne inhibitorne 
koncentracije. Analiza je potekala skladno s standardom Antimicrobial Susceptibility 
Testing (CLSI – Clinical and Laboratory Standards Institute, 2019). 
Sterilni bris smo potopili v standardizirano bakterijsko suspenzijo (10
6
 CFU/mL), s 
pritiskom brisa ob steno epruvete smo odstranili odveĉno tekoĉino. Z brisom smo 
suspenzijo, ob gorilniku, nanesli po celotni površini gojišĉa in pustili na sobni temperaturi 
10 minut, da se je posušila oziroma absorbirala. 
Na sterilne celulozne diske premera 6 mm (Mast Group) smo nanesli 20 µL ustrezne 
koncentracije ekstraktov in hidrolatov rastlin (0,05 – 100 mg/mL). Diske smo sušili 1 h na 
50 
o
C. Po konĉanem sušenju smo s sterilno pinceto in uporabo aseptiĉne metode diske 
poloţili na inokulirano gojišĉe ter inkubirali 24 ur pri 37 
o
C. Kot negativno kontrolo smo 
na diske nanesli sterilno destilirano vodo, kot pozitivno kontrolo pa standardni antibiotik 
Bacitracin (10 µg/mL). Po 24 urah smo izmerili inhibitorno cono. Najniţja koncentracija 
pri kateri smo zaznali inhibicijo, je bila doloĉena kot minimalna inhibitorna koncentracija 
(ang. Minimal Inhibitory Concentration - MIC) (Slika 2). 
Med vsemi analiziranimi bakterijami in ekstrakti ter hidrolati smo v naslednjem koraku 
izbrali tiste tri seve, in tiste tri ekstrakte oz. hidrolate za katere smo dokazali, da imajo 
najveĉji protimikrobni vpliv ter v nadaljevanju analizirali njihov potencial prepreĉitve 
nastanka biofilma (Slika 2). 
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3.2.3 Potencial ekstraktov in hidrolatov izbranih mediteranskih 
rastlin za preprečitev nastanka biofilma 
Pripravljeno suspenzijo prekonoĉne kulture (1:300) smo prenesli v sterilne mikrotitrske 
plošĉice (polistiren), in sicer smo ob gorilniku odpipetirali 100 µL suspenzije prekonoĉne 
kulture, ki smo ji nato dodali 100 µL naravnega ekstrakta oziroma hidrolata ustrezne 
razredĉitve. Za vsako bakterijo smo naredili tri razredĉitve (½ MIC, 1 MIC in 2 MIC glede 
na rezultate v toĉki 5.2.2) in za vsako razredĉitev tri ponovitve in tri paralelke (Slika 2).  
Hkrati smo pripravili tudi kontrolo rasti bakterij, kjer smo v mikrotitrske plošĉice 
odpipetirali samo suspenzijo prekonoĉne kulture. Tako pripravljene mikrotitrske plošĉice 
smo nato inkubirali v aerobnih pogojih 24 ur pri 37 
o
C. 
V naslednjem koraku smo iz mikrotitrske plošĉice odstranili suspenzijo prekonoĉne kulture 
in površino sprali z 200 µL PBS pufra. Bakterijske celice smo obarvali z 2 % barvilom 
kristal vijoliĉno, ki smo ga pustili uĉinkovati 5 minut pri sobni temperaturi. Barvilo smo 
nato odstranili iz mikrotitrske plošĉice in površino ponovno sprali z 200 µL PBS pufra. 
Po obarvanju s kristal vijoliĉno smo barvilo remobilizirali z 200 µL 96 % etanola. S 
ĉitalcem mikrotitrskih plošĉic smo izmerili optiĉno gostoto pri 620 nm. Iz rezultatov 
optiĉne gostote smo doloĉili koliĉino biomase na površini. 
Uĉinkovitost prepreĉevanja nastanka biofilma smo doloĉili kot relativno razliko (%) v 
optiĉni gostoti pozitivne kontrole (ODk) in optiĉni gostoti preostalega biofilma na površini 
po izpostavljenosti ekstraktom oz. hitrolatom (ODv). 
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Slika 2: Shematski prikaz metodologije dela. 
Testne kulture bakterij: 
 Escherichia coli  
 Pseudomonas aeruginosa 
 Staphylococcus aureus 
 Bacillus cereus  
 Bacillus subtilis  
 Salmonella typhimurium 
Testni ekstrakti in hidrolati: 
 ekstrakt ţajblja 
 ekstrakt timijana 
 ekstrakt mete 
 hidrolat ţajblja 
 hidrolat timijana 




Izbira testnih kultur 
bakterij: 
 Pseudomonas aeruginosa 
 Staphylococcus aureus 
 Bacillus cereus  
 
Izbira testnih ekstraktov in 
hidrolatov: 
 ekstrakt ţajblja 
 ekstrakt timijana 








3.2.4 Statistična analiza 
Za statistiĉno analizo pridobljenih rezultatov smo uporabili programsko orodje R-project 
(version 4.0.2). Odvisna spremenljivka je bila optiĉna gostota, neodvisni pa koncentracija 
in vrsta ekstrakta oziroma hidrolata. Z analizo variance (ANOVA) in Duncan post hoc 






V eksperimentalnem delu smo analizirali antibakterijski potencial izbranih naravnih 
ekstraktov in hidrolatov z difuzijsko metodo doloĉanja minimalne inhibitorne 
koncentracije. Na podlagi rezultatov smo izmed šestih izbrali tri bakterijske seve in tri 
ekstrakte oz. hidrolate za nadaljnje analize. Sledila je analiza potenciala ekstraktov in 
hidrolatov treh mediteranskih rastlin na sposobnost prepreĉevanja nastanka biofilma 
izbranih patogenih bakterij na površini. 
 
4.1 Določanja minimalne inhibitorne koncentracije ekstraktov in 
hidrolatov izbranih mediteranskih rastlin 
Tabela 1 prikazuje MIC ekstraktov in hidrolatov izbranih mediteranskih rastlin. Iz tabele je 
razvidno, da je ekstrakt ţajblja imel najveĉji uĉinek na P. aeruginosa in najmanjši na S. 
typhimurium. Ekstrakt timijana je najuĉinkoviteje deloval na P. aeruginosa in B. cereus, 
medtem ko na S. typhimurium ni imel uĉinka. Pri ekstraktu mete inhibicije nismo zaznali. 
Hidrolat ţajblja je inhibiral P. aeruginosa in B. cereus, pri E. coli in S. typhimurium uĉinka 
nismo zaznali. Hidrolata timijana in mete nista inhibirala rasti testnih bakterij. Na podlagi 
rezultatov doloĉitve minimalne inhibitorne koncentracije smo doloĉili tri najbolj obĉutljive 
bakterijske seve (B. cereus, S. aureus in P. aeruginosa) in tri ekstrakte oz. hidrolate 
(ekstrakt ţajblja, ekstrakt timijana in hidrolat ţajblja), ki imajo najveĉji potencial za 




Tabela 1: Rezultati določanja minimalne inhibitorne koncentracije ekstraktov in hidrolatov 
izbranih mediteranskih rastlin. 
Bakterija 
MIC (mg/mL) Inhibicijska cona (mm) 








Escherichia coli  
ATCC 35218 
12,50 6,25 NZ NZ NZ NZ 8,8 NZ 
Pseudomonas aeruginosa 
ATCC 27853 
0,05 1,56 NZ 1,56 NZ NZ 7,5 NZ 
Staphylococcus aureus 
ATCC 25923 
6,25 6,25 NZ 25 NZ NZ 13,2 NZ 
Bacillus cereus  
CCM 2010 
0,78 1,56 NZ 1,56 NZ NZ 13 NZ 
Bacillus subtilis  
WDCM 00003 
3,13 6,25 NZ 25 NZ NZ NZ NZ 
Salmonella typhimurium 
CCM 3807 
25 NZ NZ NZ NZ NZ NZ NZ 





Slike 3, 4 in 5 prikazujejo gojišĉa z baterijami, ki smo jih izpostavili razliĉnim 
koncentracijam ekstrakta ţajblja.  
Slika 3 prikazuje gojišĉe z bakterijo B. cereus, ki smo jo izpostavili razliĉnim 
koncentracijam ţajbljevega ekstrakta. Vidimo lahko, da velikost inhibicijske cone narašĉa 
s koncentracijo. Minimalna inhibitorna koncentracija ţajbljevega ekstrakta za B. cereus je 
znašala 0,78 mg/mL. Ţajbljev ekstrakt je v primerjavi s kontrolnim antibiotikom 
uĉinkoviteje inhibiral rast B. cereus. 
  
 
Slika 3: Določanje minimalne inhibitorne koncentracije ekstrakta žajblja za bakterijo 










Na sliki 4 lahko vidimo gojišĉe z bakterijo S. aureus, ki smo jo izpostavili razliĉnim 
koncentracijam ţajbljevega ekstrakta. Vidimo lahko, da velikost inhibicijske cone narašĉa 
s koncentracijo. Minimalna inhibitorna koncentracija je znašala 6,25 mg/mL. 
 
Slika 4: Določanje minimalne inhibitorne cone ekstrakta žajblja za bakterijo 
Staphylococcus aureus (Vir: lasten vir). 
 
Na sliki 5 je gojišĉe z bakterijo E. coli, ki smo jo izpostavili razliĉnim koncentracijam 
ţajbljevega ekstrakta. Velikost inhibicijske cone je narašĉala s koncentracijo. Minimalna 
inhibitorna koncentracija je znašala 12,5 mg/mL.   
 
Slika 5: Določanje minimalne inhibitorne koncentracije ekstrakta žajblja za bakterijo 
Escherichia coli (Vir: lasten vir). 
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4.2 Potencial ekstraktov in hidrolatov izbranih mediteranskih 
rastlin za preprečitev nastanka biofilma 
V nadaljevanju so predstavljeni rezultati meritev optiĉne gostote in doloĉanja uĉinkovitosti 
ekstrakta in hidrolata ţajblja ter ekstrakta timijana za prepreĉitev nastanka biofilma 
izbranih bakterijskih sevov. Vsak ekstrakt oz. hidrolat je bil analiziran pri treh 
koncentracijah, in sicer ½ MIC, MIC in 2 MIC, saj smo priĉakovali veĉjo odpornost 




4.2.1 Optična gostota in učinkovitost ekstrakta ţajblja 
Slika 6 prikazuje izmerjeno optiĉno gostoto biofilma na površini po izpostavljenosti testnih 
bakterij trem razliĉnim koncentracijam ekstrakta ţajblja. Iz grafa lahko razberemo, da z 
višanjem koncentracije vrednost optiĉne gostote pada. Najvišja izmerjena optiĉna gostota 
je bila izmerjena pri koncentraciji ½ MIC pri bakteriji S. aureus, znašala je 0,075. Najniţja 
izmerjena optiĉna gostota je bila prav tako pri bakteriji S. aureus pri koncentraciji 2 MIC, 

















Slika 6: Optična gostota biofilma na površini po izpostavljenosti testnih bakterij različnim 












1/2 MIC 1 MIC 2 MIC Pozitivna
kontorla
1/2 MIC 1 MIC 2 MIC Pozitivna
kontrola
1/2 MIC 1 MIC 2 MIC




















Slika 7 prikazuje uĉinkovitost (v odstotkih) prepreĉevanja nastanka biofilma testnih 
bakterij glede na izpostavljenost razliĉnim koncentracijam ekstrakta ţajblja. Iz grafa je 
razvidno, da s koncentracijo narašĉa uĉinkovitost ekstrakta ţajblja. Koncentracija 2 MIC je 
prepreĉila nastanek biofilma v 81 % za primer P. aeruginosa, 74 % za S. aureus in 76 % za 
B. cereus. Najuĉinkoviteje je prepreĉil tvorbo biofilma pri P. aeruginosa. Pri S. aureus je 
bila razlika v uĉinkovitosti ekstrakta med najniţjo (1/2 MIC) in najvišjo (2 MIC) 
koncentracijo najveĉja, znašala je 34 %. 
 
 
Slika 7: Učinkovitosti (%) ekstrakta žajblja proti nastanku biofilma na površini po 
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4.2.2 Optična gostota in učinkovitost hidrolata ţajblja 
Iz slike 8 je razvidno, da vrednost optiĉne gostote z višanjem koncentracije pada. Najvišja 
optiĉna gostota je bila izmerjena pri B. cereus pri koncentraciji ½ MIC, znašala je 0,13. 
Najniţja optiĉna gostota je bila odmerjena pri koncentraciji ½ MIC pri S. aureus in je 















Slika 8: Optična gostota biofilma na površini po izpostavljenosti testnih bakterij različnim 















1/2 MIC 1 MIC 2 MIC Pozitivna
kontrola
1/2 MIC 1 MIC 2 MIC Pozitivna
kontrola
1/2 MIC 1 MIC 2 MIC




















Slika 9 prikazuje, da pri S. aureus in B. cereus uĉinkovitost narašĉa z narašĉanjem 
koncentracije, medtem ko je bila pri P. aeruginosa pri koncentraciji 1 MIC zaznana rahlo 
višja oziroma enaka uĉinkovitost, kot pri vrednosti 2 MIC. Hidrolat ţajblja je 
najuĉinkoviteje prepreĉil tvorbo biofilma P. aeruginosa, pri vseh treh koncentracijah je 
bila uĉinkovitost višja od 60 %. Najveĉja razlika v uĉinkovitosti delovanja hidrolata, med 
najniţjo (1/2 MIC) in najvišjo (2 MIC) koncentracijo, je bila zaznana pri B. cereus, znašala 
je 30 %. 
 
Slika 9: Učinkovitost (%) hidrolata žajblja proti nastanku biofilma na površini po 
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4.2.3 Optična gostota in učinkovitost ekstrakta timijana 
Na sliki 10 lahko vidimo, da z višanjem koncentracije pada vrednost optiĉne gostote. 
Najvišja optiĉna gostota (0,063) je bila izmerjena pri P. aeruginosa. Najniţja optiĉna 















Slika 10: Optična gostota biofilma na površini po izpostavljenosti testnih bakterij 
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Slika 11 prikazuje uĉinkovitost ekstrakta timijana. Iz prikaza lahko razberemo, da 
uĉinkovitost narašĉa z višanjem koncentracije. Pri koncentraciji 2 MIC je ekstrakt timijana 
najuĉinkoviteje prepreĉil nastanek biofilma pri P. aeruginosa (79 %), najmanj je bil 
uĉinkovit pri S. aureus (75 %). Kljub temu smo pri S. aureus zaznali najveĉjo razliko v 
uĉinkovitosti med najniţjo in najvišjo koncentracijo. Razlika je znašala 22 %. 
 
Slika 11: Učinkovitost (%) ekstrakta žajblja proti nastanku biofilma na površini po 
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4.3 Statistična analiza 
Rezultati statistiĉne analize kaţejo, da višje koncentracije izbranih ekstraktov in hidrolata 
statistiĉno znaĉilno vplivajo na zmanjšanje optiĉne gostote (p < 0,05) v vseh analiziranih 
primerih, razen v primeru delovanja ekstrakta ţajblja na S. aureus in hidrolata ţajblja na P. 
aeruginosa (p > 0,05). Rezultati tudi kaţejo, da obstaja statistiĉno znaĉilna razlika v 
delovanju izbranih ekstraktov in hidrolata na posamezno vrsto bakterij pri isti koncentraciji 
(p < 0,05), razen v primeru 1 MIC, kjer nismo dokazali statistiĉno znaĉilnih razlik v 




Tabela 2: Rezultati analize variance (ANOVA) in post hoc testa Duncan po izbranih bakterijah, koncentracijah in vrstah ekstraktov ter 
hidrolatov. 
P. aeruginosa 






















F-vrednost 40,78 28,92 0,639   
p-vrednost <0,0000*** <0,0000*** 0,54#   
S. aureus 






















F-vrednost 3,362 47,03 15,17   
p-vrednost 0,0589# <0,0000*** 0,0003***   
B. cereus 






















F-vrednost 11,56 10,45 8,793   
p-vrednost 0,0005*** 0,00167** 0,0029**   
MIC – minimalna inhibitorna koncentracija; ***p < 0,001 statistiĉno zelo visoko znaĉilen vpliv; **p < 0,01 statistiĉno visoko znaĉilen vpliv; *p 
< 0,05 statistiĉno znaĉilen vpliv; #p > 0,05 statistiĉno neznaĉilen vpliv. Vrednosti v vrstici, ki imajo enako malo ĉrko v indeksu, se med seboj 
statistiĉno ne razlikujejo (Duncan test α= 0,05). Vrednosti v stolpcu, ki imajo enako veliko tiskano ĉrko v indeksu, se med seboj statistiĉno ne 




Biofilmi predstavljajo pomemben svetovni javnozdravstveni problem. Povzroĉajo 
kvarjenje ţivil, ekonomsko škodo, tveganje za izbruh okuţb, zaplete zdravljenja, ogroţajo 
zdravje pacientov in so eden glavnih problemov navzkriţne kontaminacije ter odpornosti 
bakterijskih sevov. Prav zaradi nekritiĉne rabe dezinfekcijskih sredstev in antibiotikov v 
boju proti biofilmom se odpornost bakterij le še poveĉuje. Rešitev pri prepreĉevanju in 
odstranjevanju biofilmov predstavljajo biološki pristopi, in sicer naravna ĉistilna sredstva 
pridobljena iz rastlin. 
5.1 Določanja minimalne inhibitorne koncentracije ekstraktov in 
hidrolatov izbranih mediteranskih rastlin  
V prvem delu naše raziskave smo s pomoĉjo difuzijske metode doloĉanja minimalne 
inhibitorne koncentracije analizirali antibakterijski potencial izbranih naravnih ekstraktov 
in hidrolatov. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili antibiotik Bacitracin, kot negativno pa 
sterilno vodo. Inhibicija je bila prisotna pri ekstraktu in hidrolatu ţajblja ter ekstraktu 
timijana, pri ekstraktu in hidrolatu mete ter hidrolatu timijana inhibicije nismo zaznali. 
Kot lahko vidimo iz rezultatov (Tabela 1) je ekstrakt ţajblja v primerjavi z ostalimi 
ekstrakti in hidrolati inhibiral rast bakterij pri najniţjih koncentracijah. Iz Slik 3, 4 in 5 je 
razvidno, da je velikost inhibicijske cone narašĉala s koncentracijo, iz ĉesar lahko 
sklepamo, da je ekstrakt uĉinkovitejši pri višjih koncentracijah. Na Sliki 3 lahko vidimo, da 
je ekstrakt ţajblja inhibiral rast B. cereus celo uĉinkoviteje od kontrolnega antibiotika. 
Khalil in Li (2010) sta v svoji študiji prav tako ugotovila, da je bilo eteriĉno olje ţajblja 
uĉinkovitejše v primerjavi z doloĉenimi komercialnimi antibiotiki. Zaradi tega bi lahko 
potencialno predstavljal alternativo antibiotikom. V naši raziskavi je ekstrakt ţajblja 
najuĉinkoviteje inhibiral rast bakterije P. aeruginosa, MIC je znašala 0,05 mg/mL. V 
nasprotju z našimi rezultati sta Khalil in Li (2010) v svoji študiji ugotovila, da je bakterija 
P. aeruginosa odporna na ekstrakt ţajblja. Število inhibiranih bakterij po 10 minutah in 1 
uri kontakta s katerokoli izmed testiranih koncentracij ekstrakta je bilo omejeno, optimalna 
rast je bila doseţena ţe po 24 urah. Ugotovili so tudi, da ekstrakt deluje proti Gram 
pozitivnim in negativnim bakterijam, pri ĉemer je protimikrobni uĉinek izrazitejši pri 
Gram pozitivnih. Do enakih zakljuĉkov so prišli v svojih študijah tudi Pierozan in 
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sodelavci (2009), Nostro in sodelavci (2000), Hammer in sodelavci (1999), Shapiro in 
sodelavci (1994), ki so ugotovili, da so Gram negativne bakterije odpornejše na eteriĉna 
olja rastlin iz druţine ustnatic. Razlog za to pripisujejo zunanji fosfolipidni membrani 
Gram negativnih bakterij, ki omejuje uĉinek ekstrakta na celiĉno membrano (Tepe et al., 
2004; Kalemba, Kunicka, 2003; Helander et al., 1998; Nikado, Vaara, 1985). V naši študiji 
razlike v inhibiciji med Gram pozitivnimi in negativnimi bakterijami nismo zaznali. Celo 
nasprotno izbrani ekstrakti in hidrolati so najuĉinkoviteje inhibirali rast bakterije P. 
aeruginosa, ki je po Gram negativna bakterija. Razlog za to bi lahko bile razlike v sestavi 
uporabljenih ekstraktov in hidrolatov, uporaba sevov bakterij z razliĉno stopnjo odpornosti 
ter razliĉnih metod dokazovanja protimikrobnega uĉinka. 
Mohsenipour in Hassanshahian (2015) sta v svoji študiji ugotovila, da ekstrakt timijana 
dobro inhibira rast P. aeruginosa in S. aureus, slabše inhibira rast E. coli in B. cereus. Pri 
Streptococcus pneumoniae in Klebsiella pneumoniae inhibicije nista zaznala. V tekoĉem 
gojišĉu je ekstrakt timijana inhibiral vseh šest testnih bakterij, zaradi ĉesar so zakljuĉili, da 
imajo antibakterijske komponente timijanovega ekstrakta v trdem gojišĉu nizko difuzijo v 
primerjavi s tekoĉim gojišĉem. Zaradi tega so v trdem gojišĉu potrebne bistveno višje 
koncentracije za dosego istega uĉinka. Rezultati naše študije so se delno ujemali s temi 
ugotovitvami. Ekstrakt timijana je najuĉinkoviteje inhibiral rast P. aeruginosa in B. cereus, 
za kateri je MIC znašala 1,56 mg/mL, slabše je inhibiral rast E. coli, B. subtilis in S. aureus 
(6,25 mg/mL). Pri S. thyphimurium inhibicije nismo zaznali. Razlogi za razlike v 
uĉinkovitosti inhibicije S. aureus in B. cereus ter druga odstopanja bi lahko bile razlike v 
uporabljenih sevih bakterij, razlike v sestavi ekstraktov, razlike v metodah in dejstvo, da 
sta Mohsenipour in Hassanshahian (2015) v svoji študiji za topili uporabila metanol in 
etanol. V študiji so namreĉ ugotovili tudi, da na inhibicijo vplivajo vrsta bakterije, vrsta 
topila in koncentracija. Pri hidrolatu timijana inhibicije nismo zaznali, kar odstopa od 
ugotovitev Sağdiç in Özcan (2003), ki sta preuĉevala antibakterijski potencial 16 razliĉnih 
hidrolatov turških zaĉimb, med katerimi je bil tudi hidrolat timijana. Potencial so testirali 
na 14 razliĉnih bakterijah, med drugimi tudi na E. coli, B. subtilis, S. typhimurium in S. 
aureus. Ugotovili so, da hidrolat timijana dobro inhibira rast testnih bakterij. Prav tako so o 
inhibiciji P. aeruginosa, E. coli, S. aureus s timijanom poroĉale tudi druge študije (Bilge et 
al., 2008; Oral et al., 2008; Sağdiç, 2003). 
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Pri ekstraktu in hidrolatu mete inhibicije nismo zaznali. V nasprotju z našimi ugotovitvami 
so v svoji študiji Muntean in sodelavci (2019) dokazali baktericidni uĉinek ekstrakta M. 
piperita na vse testirane Gram pozitivne in negativne bakterije, med katerimi so bile tudi S. 
aureus, E. coli in P. aeruginosa. Imai in sodelavci (2001) so preuĉevali ekstrakte treh vrst 
iz rodu Mentha, in sicer M. piperita, M. spicata in M. arvensis. Ugotovili so, da so vse tri 
vrste inhibirale MRSA. Podobno sta prej naštete vrste iz rodu Mentha preuĉevala tudi 
Horváth in Košĉová (2017), ki sta ugotovila, da proti sevom S. aureus najuĉinkoviteje 
deluje ekstrakt M. spicata. Medtem ko pri ekstraktu M. piperita inhibicije niso zaznali pri 
nobenem izmed štirih testiranih sevih S. aureus. V študiji, ki je preuĉevala inhibicijski 
potencial ekstraktov M. piperita in M. spicata so ugotovili, da inhibirata rast vseh testiranih 
Gram pozitivnih in negativnih bakterij, pri ĉemer je uĉinkovitost variirala glede na vrsto in 
sev bakterije (Zaidi, Dahiya, 2015). Protimikrobno aktivnost Mentha spp proti S. aureus, 
E. coli, P. aeruginosa, B. cereus, B. subtilis so potrdile tudi druge predhodne študije 
(Singh, Agarwal, 2013; Sujana et al., 2013; Jeyakumar et al., 2011; Suleiman et al., 2011). 
Razlogi za odstopanje naših rezultatov od tistih pridobljenih v predhodnih študijah so 
lahko povezani z razlikami v sestavi ekstraktov in hidrolatov, metodo ekstrakcije in 
uporabo razliĉnih sevov bakterij (Horváth, Košĉová, 2017; Ramos et al., 2017). 
Hidrolati so bili splošno manj uĉinkoviti od ekstraktov izbranih rastlin. Razlog za to lahko 
pripišemo dejstvu, da se veĉina protimikrobnih snovi nahaja v mašĉobni fazi. V študiji, ki 
je preuĉevala antibakterijski potencial hidrolatov in ekstraktov razliĉnih vrst pelargonij 
(Geraniaceae) ter primerjala njihovo uĉinkovitost, so pri vseh eteriĉnih oljih zaznali 
antibakterijski potencial, medtem ko hidrolati niso bili uĉinkoviti (Lis-Balchin et al., 
2003). 
Za antibiotike je znaĉilno specifiĉno delovanje, delujejo le na doloĉene skupine bakterij, 
medtem ko je za ekstrakte in hidrolate znaĉilen širok spekter delovanja proti bakterijam, 
glivam in virusom (Hammer et. al., 1999). Kavanaugh in Ribbeck (2012) sta v svoji študiji 
primerjali delovanje treh ekstraktov rastlin z delovanjem antibiotikov ofloxacin in 
gentamicin na biofilme Pseudomonas spp. in S. aureus. Ugotovili sta, da so ekstrakti 
uĉinkoviteje odstranjevali biofilme s površin kot testni antibiotiki. To se sklada z našo 





Najodpornejša bakterija na uporabljene ekstrakte in hidrolate je bila S. typhimurium. Rast 
te bakterije je uĉinkovito inhibiral le ekstrakt ţajblja, pri ostalih ekstraktih in hidrolatih 
uĉinka nismo zaznali. Prav tako nismo zaznali uĉinka pri uporabi kontrolnega antibiotika 
(bacitracin). Inhibitornih uĉinkov na nobeno izmed testnih bakterij nismo zaznali pri 
ekstraktu in hidrolatu mete ter hidrolatu timijana, zato smo te izloĉili iz nadaljnjih analiz. 
Na podlagi pridobljenih rezultatov v prvem delu raziskave, smo za nadaljnje analize izbrali 
ekstrakta ţajblja in timijana ter hidrolat ţajblja. Med šestimi testnimi bakterijami smo za 
nadaljnje analize izbrali P. aeruginosa, S. aureus in B. cereus. Gre za bakterije, ki so bile 
najbolj obĉutljive na uporabljene ekstrakte oziroma hidrolate. 
5.2 Potencial ekstraktov in hidrolatov izbranih mediteranskih 
rastlin za preprečitev nastanka biofilma 
V nadaljevanju študije smo na podlagi meritev optiĉne gostote doloĉili uĉinkovitost 
ekstrakta timijana ter ekstrakta in hidrolata ţajblja za prepreĉitev nastanka biofilma 
izbranih bakterijskih sevov. Vsak hidrolat oziroma ekstrakt smo analizirali pri treh 
razliĉnih koncentracijah (½ MIC, 1 MIC in 2 MIC). Pri vseh treh sredstvih smo ugotovili, 
da optiĉna gostota pada s koncentracijo, kar pomeni, da se biomasa biofilma zmanjšuje. 
Ugotovili smo, da je najdovzetnejša na uporabljena sredstva bakterija P. aeruginosa. Oba 
uporabljena ekstrakta in hidrolat so namreĉ najuĉinkoviteje inhibirali tvorbo biofilmov te 
bakterije. Uĉinkovitost je bila pri vseh treh sredstvih (pri ½ MIC) višja od 69 %. Med 
vsemi tremi je najuĉinkoviteje inhibiral tvorbo biofilma ekstrakt ţajblja, pri najniţji 
testirani koncentraciji je bila uĉinkovitost kar 75,6 %. Hkrati smo pri P. aeruginosa zaznali 
tudi najmanjši vpliv koncentracije na uĉinkovitost posameznih sredstev. Naše ugotovitve 
se skladajo s študijo, ki je preuĉevala vpliv ekstraktov ţajblja in bazilike na 15 razliĉnih 
kliniĉnih izolatov P. aeruginosa. Ugotovili so, da ekstrakt ţajblja pomembno zmanjša 
koliĉino biofilma. Uĉinkovito je ţajbelj inhibiral tudi na antibiotike veĉkrat odporne seve. 
Ugotovili so, da oba preuĉevana ekstrakta predstavljata potencialno naravno in neškodljivo 
sredstvo za zdravljenje infekcij, ki jih povzroĉajo biofilmi P. aeruginosa (Stojanović-Radić 
et al., 2016). Tudi številne druge študije so preuĉevale vpliv ekstraktov na inhibicijo in 
odstranjevanje biofilma P. aeruginosa. Tvorbo biofilma so uĉinkovito inhibirali naslednji 
ekstrakti: timijana (Ceylan, Ugur, 2015), origana (Schillaci et al., 2013), roţmarina (Araby, 
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El-Tablawy, 2016), ĉajevca (Comin et. al., 2016), cimeta (Kavanaugh, Ribbeck, 2012; Kim 
et al., 2015) in mete (Husain et al., 2015).  
Najmanj dovzetna na delovanje izbranih ekstraktov in hidrolata je bila bakterija S. aureus. 
Kljub temu je bila pri vseh treh uĉinkovitost (pri ½ MIC) še vedno višja od 30 %. Najmanj 
uĉinkovito je tvorbo biofilmov S. aureus inhibiral hidrolat ţajblja, katerega uĉinkovitost 
(pri 2 MIC) je znašala le 48 %. Najuĉinkoviteje je tvorbo prepreĉeval ekstrakt timijana. 
Ugotovitev podpirajo tudi rezultati drugih študij, kjer so ugotovili, da ima ekstrakt timijana 
visok antibakterijski potencial, saj je uĉinkovito deloval proti 14 razliĉnim sevom S. aureus 
in 28 sevom koagulaza negativnih stafilokokov (Hersch-Martinez et al., 2005). 
Ekstrakta ţajblja in timijana sta pri ½ MIC inhibirala tvorbo biofilma bakterije B. cereus z 
veĉ kot 71 % uĉinkovitostjo, medtem ko je bila uĉinkovitost hidrolata ţajblja le 38 %. 
Najuĉinkoviteje je tvorbo biofilma prepreĉeval ekstrakt timijana (pri 2 MIC) kjer je bila 
uĉinkovitost kar 77 %. V študiji, ki je med drugim preuĉevala uĉinke ekstrakta timijana na 
tvorbo biofilma bakterij B. cereus, so zaznali pomemben inhibitorni uĉinek, kar pomeni, da 
ekstrakt timijana predstavlja potencial za razvoj naravnega aditiva, s katerim bi lahko 
prepreĉevali tvorbo biofilmov in kontaminacije ţivil z B. cereus (Kang et al., 2018). 
Lis-Balchin in sodelavci (2003) so v svoji študiji primerjali uĉinkovitost ekstraktov in 
hidrolatov. Ugotovili so, da so ekstrakti uĉinkovitejši od hidrolatov, s ĉimer se skladajo 
tudi naše ugotovitve. Izmed treh sredstev, ki smo jih testirali, se je kot najuĉinkovitejši 
izkazal ekstrakt ţajblja, najmanj je bil uĉinkovit hidrolat ţajblja. Kot omenjeno v poglavju 
5.1, lahko to pripišemo dejstvu, da veĉina protimikrobnih snovi ni topnih v vodi in se zato 







V naši raziskavi smo analizirali uĉinkovitost naravnih ekstraktov in hidrolatov izbranih 
mediteranskih rastlin. Namen magistrskega dela je bil ovrednotiti potencial izbranih 
naravnih ekstraktov in hidrolatov za prepreĉevanje nastanka biofilma na površinah. Prav 
tako smo ţeleli ugotoviti, kateri izmed izbranih ekstraktov in hidrolatov je najuĉinkovitejši 
za prepreĉevanje nastanka biofilma, ugotoviti razlike v uĉinkovitosti prepreĉevanja 
nastanka biofilma med izbranimi ekstrakti in hidrolati ter analizirati vpliv koncentracije. 
Prišli smo do sledeĉih zakljuĉkov: 
- Ekstrakti izbranih mediteranskih rastlin so uĉinkoviteje prepreĉevali tvorbo 
biofilmov na površini v primerjavi s hidrolati istih rastlin (Hipoteza 1). 
- Med ekstrakti in hidrolati mete, ţajblja in timijana smo v prvem delu raziskave 
potencial za nadaljnjo preuĉevanje ugotovili pri ekstraktu in hidrolatu ţajblja ter 
ekstraktu timijana. Med izbranimi tremi sredstvi je najuĉinkoviteje nastanek 
biofilmov izbranih bakterij na površini prepreĉeval ekstrakt ţajblja. Najmanj je 
med temi tremi bil uĉinkovit hidrolat ţajblja. 
- Uĉinkovitost izbranih ekstraktov in hidrolatov pri prepreĉevanju nastanka 
biofilmov na površini se je razlikovala glede na posamezno vrsto bakterij, ki tvorijo 
biofilme (Hipoteza 2). 
- Med izbranimi šestimi bakterijskimi sevi, so bili najobĉutljivejši B. cereus, P. 
aeruginosa in S. aureus. Med slednjimi je bil na uporabljena sredstva 
najobĉutljivejši biofilm P. aeruginosa, najmanj najmanj pa S. aureus. 
- Prav tako smo ugotovili, da se z višanjem koncentracije veĉa tudi uĉinkovitost 
ekstraktov oziroma hidrolatov (Hipoteza 3). 
Ugotovili smo, da ekstrakt in hidrolat ţajblja ter ekstrakt timijana predstavljajo velik 
potencial za obvladovanje biofilmov. To podroĉje je potrebno še naprej raziskovati, saj bi z 
uporabo »zelenih strategij« za obvladovanje biofilmov lahko zmanjšali pojav novih na 
antibiotike odpornih sevov, zmanjšali vplive na okolje in zdravje ljudi ter ekonomsko 
škodo. Potrebno bi bilo preuĉiti tudi vpliv posameznih ekstraktov in hidrolatov na mešane 
biofilme, kajti enovrstnih biofilmov v okolju skorajda ni.  
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